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J^J (57) Abstract: The invention relates to a pattern for a skeletal system comprising a mineralised matrix and osteoblasts. Said pattern CD 

^ is characterised in that the osteoblasts arc placed on the matrix in such a way that a confluence carpet and/or nodules are formed and r™* 

said osteoblasts are placed on said carpet and/or nodules. Said invention aho relates in pattern/; Tor pathological skeleton systems m 
S and to ihe use of the patterns for screening, aggressiveness and toxicity. 
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^ (57) Abrcge : La preseme invention se rapportc a on modeJc de systcme osseux comportant one matrice raincrabs6c el des osie*o- 

Wastes, e*ract£ri5e' en ce qne les o$t£obta?tes sont d£pos6s sm 1ft rofltrice dc mani^re ft fonmer nn. tapis * confluence et/w des nodules, ^} 

^ et les osteoblastes sont deposes sur ledit tapis ct/ou lcsdits nodules, ainsi qu'a des modelcs de systcme osseux attaints de djverses ^ 
pathologies. L'invcntion couvre e^alcmcni les utilisations pour la r£olisa:ion dc criblagcs, dc tests d'agrcs.sivihS et dc toxicihl. 
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Modeles de system* osseux 

La presente invention se rapporte a des modeles de systeme osseux. 

5 Elle vise plus particuli£rement des modeles de systeme osseux i 
vitro comportant une ma trice resorbable, des osteoclastes et d« .3 
osteoblastes, une methode de selection des matrices utilisables po» : 
les modeles selcn l f invention ainsi que des modeles de nystei 
osseux mimant une pathologie particuliere . 

10 

L'os est constitu* de cellules et d'une matrice extracellulaire q\ : 
est mineralisee. La population cellulaire est composee de deux type ■ 
cellulaires : les osteoclastes qui degradent la matrice osseuse .= . 
ies osteoblaste3 qui la reconstruisent . Jusqu'a present, la majorit ; 

15 des travaux de recherche effectuee sur le sujet s' e3t orient§e si; . 
1' etude specifique des osteoclastes, en tant que cellules osseuse: 
responsables de la degradation de la matrice osseuse, sur l'etucv 
specifique des osteoblaste3 ou f sur le choix de matrice . 
artif icielles capables de mimer la matrice osseuse. humaine. E 

20 - particulier, l r article par Shibutani et al (J Biomed Mater Res, Us 
of . glass slides coated with apatite-collagen " complexes fo 
measurement of osteoclastic resorption activity, 31:43-49, 1996 
decrit un exemple de matrice mineralisee a base de collag£ne. 

25 ■ Plus recemment, un article par Sun et al (J Bioraed Mater Res, Th: 
influence of hydroxy apatite particles on osteoclast cell activities- 
45 (4) : 311-21, -1999) etudie 1' influence de la taille des particule. 
de poudre d' hydroxyapatite sur 1' activity des osteoclastes. Une co- 
culture de cellules osteoblastiques et osteoclastiques y est e) 

30 particulier decrite. 

Les travaux des inventeurs les ont amene i mettre au point un models 
de systeme osseux comportant une matrice mineralisee et de< 
osteoclastes, caracterise en ce que des osteoblastes' sont deposes 
35 sur la matrice de maniere a former un tapis £ confluence et/ou de* 
nodules, les osteoclastes etant deposes . sur ledit tapis et/ou 
lesdits nodules. 
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La disposition des deux types cellulaires est parti culier erne tt 
importante pour reconstituer ce systeme osseux servant de mocele. ;.n 
effet, les cellules osseuses humaines ne sont activees que dans »n 
5 certain environnement . Les inventeurs ont reussi £ reconstituer c *t 
environnement en r£alisant un tapis d' osteoblastes a' confluence <u 
des nodules d' osteoblastes, et £ poser sur ce tapis ou ces nodule , 
des osteoclastes . De maniere inattendue, les inventeurs ont consta a 
que les osteoclastes, cellules 10 fois plus grandes environ que 1 s ' 

10 osteoblastes, etaient capables de se frayer un chemin a travers ' a 
population jointive d' osteoblastes (sous forme de tapis a confluen * 
ou de nodules) afin d'aller exercer leur activite de resorpti' 
directement sur la matrice osseuse. Les osteoclastes se trouvej ; : ' 
alors localises sous la population d' osteoblastes, et ce, au bout i i 

15 la 2 e heure environ, qui suit le depot des osteoclastes . 

Afin de verifier que la migration des osteoclastes a travsrs ] n 
couche osteoblastique est bien un mscanisme specifique du tis* t 
osseux, les inventeurs ont repris 1' experience a l'identique sur ur ?■ • 
20 lamelle de dentine (support le plus proche de l'os). Or f sur c 
support, la migration & travers la couche osteobl£3tique a egalemer; '- 
ete observee. 



Une telle constatation permet done de valider le modele corro: ■ 

f • 

25 adequat pour mimer le systeme osseux, et plus particulierement, 1 : 
systeme osseux murin ou humain. D' autres observations, decrites daii 
les exemples de la presente demande, confirment cette validation. 

Avantageusement, le module de systeme csseux seion ■ l'inventio. 
30 coriporte une matrice compos^e de collacene et de phosphate d 
calcium £t/ou des derives de phosphate de calcium. De preference, 1 
derive de phosphate de calcium est de 1' hydroxyapatite . 

De preference, le rapport entre les osteoclastes et les o3teobia3te 
35 est d' environ 1/10 A 1/25, Ce rapport est variable car dependant d: 
phenomene que l'on souhaite observer. En effet, si un trop gran* . 
noinbre d' osteoclastes est ajoute, il se produira une degradatioj 



DEC-08-2005- 05=34 



0147-551296 



-92* 



08/12/2305 11:30 



8147551236 



ARKENSAUD 



PAGE 06/38 





WO 2004/1 11G43 



PCTAFR2004/00147O 



3 



trop importante et trop rapide de la matrice, genant ainsi u. 
eventueile quantification du materiel r£sorbe (mesure de la surfa- *i 
qui n'est plus mineralisee) . 

5 Le module selon 1' invention four nit les moyens de test( * 
1' ef f icacit6 de drogues connue3 ou nouvelles dans la perspective c 
la raise en evidence de nouveaux traitements therapeutiques dans t i 
contexts . osseux normal ou pathologique. 

10 Par « drogues », on entend des molecules biologiquement actives. 

Plus particulierement , 1' invention permet de tester le potentiel c • 
toutes drogues d6ja connues (ex : blphosphonate, PTH, vitamine D.. : 
ou nouvelles sur la formation osseu3e (ost^oblastes) et /ou su * 

15 l r invasion et /ou sur la migration et /ou sur la resorption os3eua 
(ostfeoclastes) gen^rant ainsi un test rapide in vitro d' Gvaluatio 
du potentiel therapeutique de' toutes molecules po.uvant agir sur 1 
m^tabolisme osseux, mais * aussi des effets nefastes (effe 
secondaires) de toutes drogues utilises pour d'autres pathologic 

20 ne touchant pas l'os (ex : diabetes, maladies cardiaques . . . ) . 

Dans la demande, le terme « migration » employe seul signifie 1 
mouvement des ost£oclastes durant la resorption. De m£me, le term 
« invasion » employe seul renvoie a la colonisation du support 
25 resorber. En revanche, lorsque ces termea sont utilises pour fair- 
reference et la traverses de la couche osteoblastique, il3 son 
suivis d'une expression le precisant. 

Seion un mode de realisation, les ost§oblastes et/ou de: 
30 ost£oclastes deposes peuvent §tre genetiquement modifies. Le d6po* 
de cellules genetiquement modifies permet l'6tude du comportemen' 
de* ces cellules et de 1' evolution du syst^me osseux, plu: 
particulierement en vue d' une th§rapie genique. L' utilisation de cei 
cellules genetiquement modifiees est particulierement adequate su; 
35 les modeles de systemes osseux presentant une pathologie, tels qu< 
decrits par la suite - 
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La prdsente invention vise egalement une methode de selection .e 
matrices ' permettant de reconstituer un modele " de systeme osseu , 
caracterisee en ce que 1'on soumet une matrice mineralisee *u 
precede suivant : 

5 - depot d'un tapis et/ou des nodules d' osteoblastes -i 

confluence sur la matrice, 

- dep6t d' osteoclastes isolea sur le tapis et/ou * li -5 
nodules, 

- observation de 1' invasion des osteoclastes a travers .* 
10 tapis et/cu les nodules d' osteoblastes r 

- observation de la resorption de la matrice mineralises, 

- selection des matrices sur lesquelles les osteoclast* :. • 
sont localises entre la matrice et le tapis et/ou lei 
nodule3 d' osteoblastes et sur lesquelles une r^sorptic : 

15 est observee ; 

ainsi que les matrices artif icielles selectionnees a 1 ' aide c; 
ladite methode. » 

En ■ effet, le comportement des cellules sur la matrice perniet d- 
20 determiner si 1' environnement choisi pour mimer le systeme osseu 
est adequate Par 1' observation du comportement cellulaire, • on peu . 
done determiner si la matrice choisie est un bon modele de matric 
osseuse. 

25 Avantageusement, le materiau de la matrice a tester pourra etr 
choisi parmi 1' ensemble des biomateriaux, c' est-a\-dire des materiau 
compatibles avec le tissu vivant. Une modification de la matric 
(ajout de diff brents .composes proteiques ou autres) peut amener a 
developpement de nouveaux b i ornate ri aux . 

30 

Connae nous l'avons evoque plus haut, 1' invention propose egalemen* 
des modules de systeme osseux mimant des pathologies osseuses- Ce: 
modeles sont realises de preference £ partir de cellule/ 
(osteoblastes et/ou osteoclastes) extraites de tissus provenant dt 
35 toutes pathologies osseuses. 
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En particuiier, 1' invention propose un modele de sy3teme osss x 
cancereux, atteint d' osteoporose, d' osteomalacia et/ou d'arthri e 
rhumatoide. 

5 Par « modele de systeme osseux cancereux », on entend les modules 
systeme osseux correspondant aux pathologies suivantes : 

un malade atteint d'une tumeur primaire cancereuse, 
un malade atteint d'une tumeur primaire cancereuse (sei) 
prostate, ..%) avec metastases, 
10 - un malade atteint <i'un cancer des os . 

Ces modeles mimant des pathologies utilisent le modele de syster ?. 
osseux deer it plus haut, mais portant un certain nombre c : : 
modifications. 

15 

Par exemple, pour le modele de systeme osseux cancereux, ■■ 
modifications sont les suivantes : 

les osteoblastes ■ et/ou les osteoclastes sont issu • 
d' animaux nonuaux, ovariectomises et/ou orchiectomises 
20 etc., et, 

- on depose de plus des cellules issues de . lignee 
cellulaires de cancer. 

Pour etudier un cancer des os, les cellules deposees seront pa 
25 exemple issues d'une. lignee cellulaire de cancer des os . Dans le 
autres cas f on deposera des cellules issues d'une lignee cellulair 
de tumeur primaire a potentiel metastatique (sein, prostate, ...) o 
non . 

30 Ce -modele permst d' observer les phenomenes de colonisation du tiss* 
osseux par les cellules tumorales et de visualiser la phase d.. 
metastase. En effet, comme le montre 1' invasion des osteoclastes • 
travers la couche osteoblastique, les cellules placees dans uj 
environnement mimetique du systeme osseux, ont la capacite de . s< 

35 deplacer dans cet environnement. 
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Ce module est plus particulieremsnt adapts pour realiser un tr : -t 
d'agressivit6 des cellules tumoxales (voir exemple 4). L'existen.e 
de nombreux cancers primaires (sein , prostate ....) capahles i* 
m£tastaser d2ns I'os est maintenant un fait etabli en cancerologi 
Or, ce cancer de l r os qui en decoule s'avere dans la majorite ci 3 
cas, incurable. I/invention permet de tester in vitro 1'agressivi § 
(invasion, migration, proliferation) de cellules' tumorales (p r 
exemple, issues de tumeurs maxnmaires ou de.la prostate) provenant • <? 
biopsies de patients. Ces cellules tumorales sont d§posees sur . 'i 
modele de syst£me osseux selon 1' invention et permettent ain: 
d'estimer le potentiel agressif des cellules de la tumeur primai; -i 
au niveau de leur capacite d' invasion, de migration et/ou c 
proliferation ainsi que d'etablir un pronostic sur le developpemex .. C 
d'un cancer secondaire osseux. 



10 



15 



Plus precis£ment, 1' invention - propose un test rapide in vit:c 
devaluation du potentiel therapeutique (chimioth£rapie et/c 
radiotherapie) de toutes molecules pouvant §tre utilisees 
cancerologie afin de reduire l f apparition et/ou de contribuer a 
20 traitement anti-cancereux d'un cancer de I'os. 

Le modele de syst£me osseux atteint d' osteoporose comporte le 
modifications suivantes : 

les ost£oblastes et/ou les' osteoclastes sont issu 
25 d'animaux normaux, ovariectorais^s et/ou orchiectomises 

1' os teoporose fetant alors induite chimiquement in sit: 
et/ou d'animaux knock-out, transg£niques pour toute. 
molecules dont la modulation de 1' expression induit urn 
baisse de la masse osseuse, 

30 • 

tandis que le modele de syst&ne osseux atteint d' osteomalacic esi 
modifie comme suit : 

les ost£oblastes et/ou les osteoclastes sont issu: 
d'animaux ncrmaux, . 1' ost£omalacie etant alors induite 
35 chimiquement in situ et/ou knock-out pour le r^cepteur ■= 

la vitamine D .ou pour toutes autre3 molecules capable 
d'induire une osteomalacic . 
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De nombreuaes molecules sont connues pour induire une osteoporos 
On peut citer, a titre d'exemple, la dexamethason , 
1' hydrocortisone/ la prednisolone et ses derives, la f luocortolon , 
5 1'heparine calcique ou sodique. 

De meme, V osteomalacic peut etre induite par les molecule 
suivantes : les sels d' aluminium, le barbital et se3 derives, . '> 
retinol,. le b§tacarotene . 

10 

Enfin r le modele de systeme osseux atteint d' arthrite rhumatolt ?. 

peut comporter les modifications suivantes : . 

les osteoblastes et/ou les osteoclastes sont issi : \ 
d'animaux normaux, 1' arthrite rhumatoide etant aloi 
15 induite chimiquement In situ, et/ou- d' animaux knock-out- 

transgeniques pour toutes molecules capables d'induiiv 
une arthrite rhumatoide ou • d' animaux ayant subi d<- : 
injections de collagene de type II, ou de toutes autre; 
substances susceptibles d' induire une inf lammatic 
20 articulaire minant une arthrite ' rhumatolde . 

Les 'molecules pouvant induire des arthrites ' rhumatoides sont, : « 
titre d'exemple, certain3 interferons a, certains vaccins (BCG 
hepatite B, rubeolique...) , le cortivazol, certains sels de lithium 
25 1' ampicilline. 

La presente demande protege egalement 1' utilisation des different: 
modeles pour realiser dss" criblages de molecules therapeutiques e 
des tests d' ef f icacite . A l'aide des modeles selon 1' invention 

30 l'eff icacite des differentes molecules actuellement connues . et d 
celles qui. seront misea «a jour pourra etre comparer. A titr 
d'exemple, le test d'eff icacite pour 1' osteoporose pourra mettre e 
comparaison des molecules connues pour retablir la masse osseus 
comme le biphosphonate, les oestrogenes et toutes les nouvelle 

35 molecules mises A jour £ l'aide du modele utilise pour realiser u: 
criblage. Le test d'eff icacite pour 1' osteomalacic pourra prendr 
comme molecule de reference la vitamine D, tandis que le test pbu. 
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l'arthrite rhumatolde pourra prendre conutie molecules de r£feren :e 
1'aspirine et/ou les anti-inf lammatoires non stercldien. 

De maniere avantageuse, les modeles selon 1' invention so t 
5 particuli£rement adaptes pour realiser des tests de toxicite d' n 

compose chiraique dans lesquels an moins une concentration dud. z - 

composd est testee sur un* rnodele selon 1' invention. De tels tes- > 

permettent d' evaluer les effets secondaires de medicaments sur .a. 

physiologie osseuse (par exemple, les medicaments contxe le d;labet< ■ 
10 les antibiotiques) , les effets toxiques des polluants (dioxin* 

insecticides...) , • etc... Avantageusement , plusieurs concentratioi 
• seront test£es af in .d' 6tablir une relation entre la concentration ■ c i 

compose et les effets secondaires engendrGs dans ' le module t : i'V, 

systems osseux. 
15 . 

Un module de syst£me osseux atteint d ( osteomy^lite et/ou d'infectici 
osseuse peut egalement §tre constrtiit • en ajoutant dans le syst£n u 
rnodele selon 1' invention differentes souches bact6riennes c . 
virales. A titre d' exemple, on citera les souches suivantes 
20 £i?terojbactex cloacae, le staphylocoque dor£, le streptocoque be*:: 
hemolytique A, Haemophilus influenzae type b. r les salmonelles 
Pseudomonas, et/ou les pneumocoques.:. 

D'autres caract^ristiques et avantages de l'invenrion apparaitror : 
25 dans les exemples qui suivent, avec r£f§rences aux figures, qc , (."'' 
representent respectivement : 

- la figure 1, un schema du processus de traversee de 1a. couch ■ 
osteoblastique pax les ost^oclastes et de resorptic i 
ostdoclastique, 

30 - les figures 2 et 3, des images obtenues par analyse 3D p?i 

micros copie confocale montrant l'agencement des deux type 
cellulaires, A : osteoclasts, B : o3t£oblaste, C : coupe en Z 
et, 

- la figure 4, des images obtenues pax analyse 3D par micro3Copi 
35 confocale montrant l'agencement des deux types cellulaire 

selon la coupe en Z, afin de determiner les effets du PP2 (fig 
. 4B) en comparaison avec l'essai t£moin (fig. 4A) . 
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Exemple 1 : Recons titration d 'une interface os sense cellular is ce pa r 
un test de resorption - Tapis d r osteoblast es d confluence. 



a. Matrice 

La matrice mineralises est preparee soit sur lamelles de verre (po* 
microsccpie) soit sur .plastique traite pour culture cellulaire. j 

10 support eat d' abord recouvert pendant' ISh d'une solution t 
collagene I a 0,lmg/mL diluee dan3 de l'acide acetique 0,1M. 1/ exc* 
de collagene est elimine puis le support est recouvert pendant ui 
semaine a 37°C avec une solution de TRIS 200mM, pE(8,5), 0,4g/L c 
phosphatase alcaline^ 0,4g/L de phosvitine et 3g/L de chlorure c 

15 dimethyle suborimidate . 



Catte etape est suivie de la mineralisation proprement dite. Ceti: 
mineralisation est constitute de 2 etapes succesaives : 

1- , le support est recouvert d'une solution TRIS 200mM, pH(8,5) 
20 0,4g/L de phosphatase alcaline, 0,4g/L de phosvitine pendan 

3h, puis, 

2- cette solution est remplacee par une solution de TRIS 200mM 
pH(8 f 5) et de 3-glyc£rophosphate 12 6,06g/L pendant 20h. 



25 Ces deux etapes sont repetees 10 fois. La trame de collagene I peir 
.etre completee avec d'autres proteines (osteopontine, vitronectine 
BSP, osteocalcine, collagene de type I conjugue A un agen- 
fluorescent, par exemple, la rhodamine, etc..) ou d'autres- substitut: 
(par exemple, des substituts mineraux : fluor, strontium ranelate...) . 

30 

b. Osteoblastes 

Des cellules de la ligne.e osteoblastique murine MC 3T3 sont mises ei 
culture en milieu CX7MEM complete avec 10% en volume de serura de veal 
fcetal, de la dexainethasone 10" 8 M et de l'acide ascorbique 0,028mM. 
35 Les cellules sont ensuite detachees et ensemencees £ confluence suz 
le support mineralise. 
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Les osteoblasts peuvent egalement etre issus de ligm =:s 
osteoblast igues de rat (Ros) ou himaine (HEPM, hFOE) et prepai : s 
selon le m&me prctocole . . Alt erne tivement, un protocole de culti :e 
primaire d' osteoblastes est propose dans 1'exemple 2. 

5 

c. Osteoclastes 

Les osteoclastes issus de cultures primaires humains ou murins u 
de lignees (par exemple, la lignee RAW ou lignee humaine GCT2'3) so t 
obtenus apres .7 jours, de dif f erenciation comme decrit dans Destaj g 

10 et al (Mai Biol Cell, Podoscmes display actin turnover and dynam ~ 
self-organization In osteoclasts expressing actin-gxeen fluoresce t 
protein, 14(2) :407-16, 2003). Les precurseurs d' osteoclastes so::^ 
cultives en presence de milieu a-MEM complete avec 10% en volume » =i 
serum de veau foetal et de deux cytokines recombinantes : M-CSF i ! : 

15 RANK-L (20ng/L) . Les cellules sont placees a 37°c et 5% de CO : . et ; \ n 
milieu est change tous les deux jours pendant 7-8 jours. Lc 
osteoclastes differencies sont detaches avec une solution d'EDTA ii 
0,25mM diluee dans du PBS IX. Les osteoclastes sont ensemences & ur : : 
densite de 10 cellules /mm 2 . 

20 

d. Fixation ' 

La fixation est realisee dans du PBS IX additionne de formaldehyc ■ 
3 r 7% pendant 10 min. 

25 e. Resuitats 

La resorption de la matrice minexalisee est observee en microscopi 
photonique des la 6 e ou 7' heure suivant le montage du modele (temp 
ecouls entre le premier contact osteoclastes-osteoblastes et 1 
resorption de la matrice) . 

30 

Une seconde experience a ete menee af in de - demontrer que le 
osteoclastes sont capables de traverser le tapis dense de cellule, 
osteoblastiques avant de former des trous de resorption. 

35 Par analyse 3D par microscopie confocale r il a ete possible dt 
demontrer le pouvoir invasif des osteoclastes et. de quantifier 1; 
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resorption en mesurant la surface du substrat qui n'est pi 3 
mineralisee. 

La fixation des cellules est realisee une heure et quatre heur s- 
5 apres le depot des osteoclastes . 

La figure 2 comports trois images . montrant la localisation d. :; 
differentes cellules une "heure apres le depot des osteoclastes . 

10 La figure 2A est une image de 1' osteoclasts . Celui-ci presents ur ?r 
forte polarite, ce qui demontre l'etat actif des cellules. En effet . 
un osteoclasts depose sur un support non adequat preaente une faibJ : 
epaisseur (non polarise) . En revanche, sur un support adequat, celu 
s'epaissit afin de former un pole basal (contact avec lc= ? 

15 osteoblastes) et un pole apical (contact avec Is milieu) . Le • 
inventeurs ont constate que cette polarite etait maintenue durant 1 
traversee de la couche osteoblastique et maintenue lors 1 
resorption. Toutefois, le pole basal se retrouve au contact de 1 
matrice tandis que le pole apical est au cgntact des osteoblastes. 

20 

La figure 2B est une image de 1' osteoblasts. On constate la pr^senc 
de nombreux filaments d'actine. *Lea fibres de stress d'actin- 
constituent un marqueur present dans les osteoblastes MC3T3 . 

25 La figure 2C est une coupe en Z, permettant de visualiser If 
localisation selon I'axe Z des deux cellules photographiee: 
precedemment . Cette image montre que 1' osteoclaste est sitae a\ 
dessus du tapis osteoblastique (ligne claire en continue) . 

30 La figure 3 comporte egalement tfois .images correspondant aux trois 
images de la figure 2. La figure 3A est une photographie de 
1' osteocla3te. Celui-ci a change de forme, il s'est aplati. L.= 
figure 3B xepresente le tapis d' osteoblastes . Celui-ci est a present 
localise au-dessus de 1' osteoclaste, ce dernier etant en contact 

35 direct avec la matrice (Figure 3C)et presente 1' organisation d'ur. 
osteoclaste en cours de resorption (la <c sealing zone x, structure 
caracteristique des cellules resorbantes} . 
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Exemple 2 : Re constitution d'une interface osseuse cellnlajris ee pr . x 
un test de resorption - Nodules d r osteoblasts s . 
5 ' 

a . Matrice 

La matrice est preparee comme decrit dans 1' exemple 1. 

b. Osteoblastes 

10 Les osteoblastes utilises peuvent etre issus de cultures primaix- s 
humaines ou murines, ou de lignees comrae decrit dans l'exemple 1. 

( 

Les cellules ont ete isolees par digestion enzymatique .(collagena: * 
(Sigma #'C-0130) ) a partir de calvaria de souris de 2 jours- L< w 

15 cellules obtenues des guatre dernieres etapes de digestif. :i 
(population II-V) sont ensuite ensemencees dans des flasques T". :■ 
dans du milieu aMEM contenant 15% de serum de vs.au foetal (Flc 
Laboratories, McLean, VA) et 100 jig/ml penicilline G (Sigma Chemic* 
Co., St. Louis, MO), 50 Jig/ml gentamycine (Sigma), et 0.3 \iq/n . 

20 fungizone (Flow Laboratories). Apres 24h d' incubation les cellule- 
adherentes sont rincees au FBS, traitees a la trypsins (0,01%) dar- s 
une solution saline' de citrate, resuspendues dans le milieu standar ' 
decrit precedemment et ensemencees sur des plaques de 12 puits su 

a ( 
la matrice decrite dans l'exempl'e 1 a 10 * cellule3/puit . Apres 24 

25 d' incubation, le milieu est change et supplements en acid 

ascorbique (50 p.g/ml) et en sodium p-glycerophosphate (10 mM) . I, 

milieu est ensuite change tous les deux jours. Toutes les plaque 

sont incubeea a 37°>C sous une atmosphere a 95% d'air et 5% de C0 2 . 

30 Une culture primaire' d' osteoblastes humains est egalement possible. 

c. Osteoclastes 

Les osteoclastes sont prepares selon la methode' decrite dan; 
l'exemple 1. 



! 



35 



Fixation 
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La fixation est realis^e comme dans l'exemple 1. 
e. Resultats 

La resorption.de la matrice mineralis£e est observee en microscop: ^ 
photonique d£s la 7 n heure suivant le montage du module. 

Une seconde experience a ete menee afin de demontrer que l€ : * 
ost^oclarstea sont capables de traverser les nodules d' osteoblasts 
avant de former les trous de resorption. 

Par analyse 3D par microscopie confocale, il est possible c i 
demontrer le pouvoir invasif des osteoclastes et de quantifier li 
resorption en mesurant la -surface du substrat qui n'est plu ; 
mineralisee. 

Conune dans l'exemple pr§c6dent, nous avons pu observer la traverse 
des osteoblastes par les osteoclastes ainsi que les trous d 
resorption realises par les osteoclastes. 
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Example 4 : Test d'agxessixri te de cellules tumorsles 



10 



15 



Une femme sur 4 mourra d'un cancer du sein et un homme sur 3 d' m 
cancer de la prostate en France (EUCAN, cancer incidence mortal* y 
and prevalence un EU 1996) . 

Ces deux cancers sont genSralement des cancers primaires q i 
lorsqu'ils ne sont pas stopp<§s A temps m4tastasent dans l'o , 
cancers qui s'avferent alors irrem^diablement letaux. Les modules . * ;. 
systeme osseux selon 1' invention devraient permettre d' fctudi* / v 
pourguoi ces cellules mammaires ou de la prostate metastasent qua.« 
sy3t£matiquement dans 1'os. 



20 



25 



30 



Le syst£roe selon 1' invention permet en effet de visualiser in viti 
1' invasion (ou le chimiotactisme des produits secretes . par le 
cellules de cette interface osseuse cellularisee) de cellule 
canc£reuses mammaires ou de la prostate dans la matrice osseuse. De 
lignees de cellules huinaines de cancers du sein agressives (MDA-MI1 
231) ou non-agressives (MCF-7) ou * encore des lignees de cellule 
humaines de cancers de la prostate (LAPC-4) sont dSposees sur 1 
syst£me selon 1' invention. Cette experience simple permet d' observe 
le comportement de ces cellules compare a d'autres types de cellule 
connues pour peu mStastaser dans l'os, d'observer les interaction, 
entre les cellules tumorales et les cellules du systemes osseux oi 
encore, la formation de masses . cellulaires prolif sratives, 
1'eventuelle degradation de la matrice osseuse. 



Une fois la formation de tumeurs in vitro r£alisee, une seconds 
etape consiste £ analyser l'efficacite de drogues anti-cancSreuses 
dej& connues {chimiothfirapie. . . ) ou encore £ mettre en evidence paz 
35 criblage de nouvelles molecules actives sur la proliferation 
cellulaire (diminution de la masse cellulaire ou du nombre de foci) . 
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Example 5 : Czlblagre de molecules, a des f±ns thexap&utiques 

Un inhibiteur de la tyrosine kinase Src, le PP2, a ete teste dans .e 
raodele selon 1' invention. Ce produit est connu pour ses propriet -s 
5 anti-resorptives et semble constituer une molecule therapeutiq e 
potentielle pour *le traitement de 1' osteoporose. Four r£alis r 
1' interface osseuse selon 1' invention, des osteoclastes derives 2 
RAW-GFF ont §te deposes sur un tapis de cellules csteoblastigues • * 
type MC3T3. Apres une duree de 1 heure a 1 heure 30inin, en ajbsen* -3 
10 de traitement, les osteoclastes ont traverses ce tapis celiulaire » : 
SB sont etal4s sous ce dernier. En revanche, si les ost£oclasti •> 
sont traites avec 1' inhibiteur de tyrosine kinase Src, PP2, a ui ?! 
concentration de 10 pM, les osteoclastes ne traversent plus le tap; •:; 
cellules osteoblastiques (voir fig. 4) . 



15 



20 



Le 'FP2 est done capable de bloquer les raecanismes d' invasion dc 
osteoclastes dans le modele selon 1' invention entrainant ainsi ur. 
diminution de la resorption osseuse (incapacity des osteoclastes 
atteindre la matrice mineralises) . 

Cette experience permet de demontrer que l r interface osseuse selo 
1' invention peut done etre utilisee £ des fins de criblace d 
molecules therapeutiques . 
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Revendications 



1 . Modele de systeme osseux comportant une matrice min6rali« : :e 

5 et des osteoblastes, caracterise en ce que les osteoblastes sc \t 
deposes sur * la matrice de maniere £ former un tapis a conf luer :e 
et/ou des nodules, et les ost6oclastes sont deposes sur ledit taj: s 
et/ou le3dits nodules. 

10 2. Modele de systeme osseux selon la revendication , 

caracterise. en ce qu'il mime le systeme osseux humain. 



15 



3. Module de systeme .osseux selon la revendication 1 oii 

caracterise en ce ' que la matrice mineralisee est une matri- •» 
composee de collagene et de phosphate de calcium et/ou des d§xivi s 
de phosphate de calcium. 



( 



4. Modele de systeme osseux selon .la revendication 1, 2 ou : 
caracterise en ce que la matrice mineralisee est une matri-: 

20 composee de collage-ne et d' hydroxyapatite . 

5. Modele de systeme osseux selon l'une quelconque dc 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que le rapport osteoclasts 
sur osteoblastes est d' environ 1/10 a 1/25. . 

25 

6. Modele de systeme osseux selon l'une quelconque de 
revendications 1 £ 4, caracterise en ce que les osteoblastes et/o 
des osteoclasts deposes sont g£netiquement modifies. 

30 ' 7. Methode de selection de matrice permettant de reconstituer u? 

modele de systeme osseux, caracterisee en ce que 1'on soumet.um 
matrice au procede suivant : 

- depot d'un tapis et/ou des nodules d' osteoblastes i 
confluence sur la. matrice, 
35 - d£ppt d' osteoclastes isoles sux le tapis et/ou le< 

nodules, 
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- observation de 1' invasion des osteoclastes & travers .e" 
tapis et/ou les nodules d' osteoblastes, 

- selection dea matrices sur lesquelles les osteoclast s 
sont localises entre la matrice et le tapis et/ou 1 s 
nodules d' osteoblastes. 

8. -Methode de selection selon la revendication 7, caracteris. r» 

en ce qu'elle coraporte en outre une etape d' observation de \ \ 
resorption de la matrice et que l'on selectionne les matrices si i: 
lesquelles on observe egaiement -une resorption. 



10 



9. Matrices artif iciellea selectionnees a l'aide de la methods 

selon les revendication 7 ou 8 . 

15 10 ■ Modele de systeme osseux cancereux, caracterise en c;e qu . 
l'on utilise le modele selon l'une des revendications 1 a 6, modifi 
comme suit 

- les osteoblastes et/ou les osteoclastes sont " is-su 
d'animaux normau>: r ovariectomises et/ou orchiectomises r 

- on depose' de plus des cellules issues de lignee; 
cellulaires de .cancer. 



20 



11. Modele de systeme osseux atteint d' osteoporose, caracterise 
en ce que l'on utilise le module selon l'une des revendications 1 i 

25 6, modi fie comme suit : 

- les osteoblastes et/ou les osteoclastes sont issus d'animaux 
normaux, ovariectomises et/ou orchiectomises, 1' osteoporose' etant 
alors induite chimiquement In situ- et/ou d'animaux knock-out, 
transgenigues pour toutes molecules dont la modulation de 

30 1' expression induit une baisse de la masse osseuse. 

12. Modele de systeme osseux atteint d' osteomalacic, caracterise 
en ce que l'on utilise le modele selon l'une des revendications; 1 a 
6, modifis comme suit : 

35 - les osteoblastes et/ou . les osteoclastes sont issus d'animaux 
normaux, 1' osteomalacic etant alora induite chimiquement in sitv 
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et/ou knock-out pour le recepteur a la vitamine D ou pour toul :1S 
autres molecules capable d' induire une osteomalacic. 

13. Modele de systeme osseux atteint d'arthrite rhumatolc ;, 
caracterise en ce que l'on utilise le modele selon 1'une c ' a 
revendications 1 a 6, modifie comme suit : 

- les osteoblasts et/ou les osteoclastes sont issus d'anima x 
normaux, 1' arthrite rhumatoide etant alors induite chimiquement n 
situ, et/ou d'animaux knock-out, transgenics pour toutes molecul 5 
capables d' induire une arthrite rhumatoide ou d'animaux ayant su; L 
des injections de collagene de type II, ou de toutes autr. •> 
substances susceptibles d' induire une inflammation articulai:- » 
minant" une arthrite rhumatoide. f" 



10 



15 14. Modele de systeme osseux atteint d' osteomyelite caracteris ■ 
en ce que l'on utilise le modele selon l'une des revendications 1 ;• 
6, modifie comme suit : 

- on ajoute dans le milieu au moins une souche bacterienne ou viral • 
choisie parmi Entexobacter cloacae, le staphylocoque dore, 1 . 
streptocoque beta hemolytique A, Haemophilus influenzae type b, le 
salmonelles, Pseudomonas, et/ou les pneumocoques . 

15. Utilisation des modeles selon les revendications 1 a 6, 10 . 
14, pour tester le criblage de molecules therapeutiques. 



20 



25 



30 



35 



16. Test d'agressivite de cellules tumorales caracterise en ce 
que l'on preleve des cellules tumorales sur un patient' par biopsie, 
on depose les cellules prelevees dans un modele selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 6, ' 11 a 14, selon 1'etat 
pathologique du patient, afin d' observer le developpement de cancel 
secondaire osseux. 

17. Test de toxicite d'un compose chimique caracterise en ce que 
l'on teste au moins une concentration dudit -compose sur un model*! 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 6, 11 a 14. 
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Osteoblasts 
. Figure 3B 




DEC - Q9 - 23Q5 85 : 3? 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (RFGI F ?fi) 

(31 4 7551296 92Z 



P ?fi 



88/12/2805 11:38 8147551236 
WO 2004/111643 



ARMENGAUD PAGE 27/38 

PCT/FR20O4/001470 




FFI 111 I F nF RFMPI AP.FMFMT (RFfll F 2fi) 

DEC"Q9"50Q5 05' 37 Q 14755 1296 32*_ 



P 22 



Q8/12/2385 11:30 



0147551236 ARMENGAUD PAGE 28/38 



CP 61010PCT 




Original (pour PRESENTATION ) 



0 


Reserve a I'officc rfecepteur 




0-1 


Demande intemetionate No. 




0-2 


Oate du depot international 






Ngm tie Toffice recepteur et "Demande 




internationals PCT' 








0-4 


Formulalre- PCTJRO/101 Requdlo 






PCT 




0-4-1 


Prepare avec 


PCT -SAFE [EASY mode] 






Version 3.50 (Build 0002.162) 


0-5 


Pillion 






Le sousaign£ requiert que la presente 






demande Internationale solttrallee 






corrformement au Tra?t6 de cooperation 






en meilere de brevets 




0-6 


Office receptsur (cholstl par lc 


Institut national de la propriete 




deposant) 


industrielle (France) (RO/FR) 


0-7 


Reference du dossier du deposant. ou 


CP 61010PCT 




du mandatalre 




Titre de Invention 


MODELES DE SYSTEME OSSEUX 


II 


UBpObdlll 




IM 


Cette personne est : 


Deposant BGiilement 


11 0 


Deposant pour 


Tous les Etats designes eauf US 


]\-4 


Norn: 


CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE 






SCIENTIFIQUE (CNRS) 


U-5 


Ad rosso: 


3 , rue Michel Ange 






75754 PARIS Cedex 16 






France 


ll-€ 


Nation stile (nom de I'Etat) 


FR 


11-7 


Domicile (nom ae I'Etat) 


FR 


mm 


Deposanl eUou inventeur 






Cette pereonne ect : 


Depoeaat seulement 


HI-1-2 


Deposant pour 


Tous les Etats deeignes sauf US 


111-1-4 


Nom: 


ECOLE NORMALE SUPERIEURE DE LYON 


BM-5 


Adresse: 


46, allfie d'ltalie 






6 93 64 LYON CEDEX 07 






France 


IfM-fl 


NaUonatite (nom de TEtat) 


FR 


111-1-7 


Domicile (nom de I'Etat) ■ 


FR 



DEC-Q3-2QQ5 05:37 



0147551296 



P. ?fl 



08/12/2305 11:30 0147551236 ARMEMSAUD PAGE 2S/38 



CP61010PCT 

2/5 

REQUETE PCT 

Original (pour PRESENTATION ) 



IU-Z 


06posanI et/ou Inventeur 




111-2-1 


Cette personne est : 


uapuDdau cu laveu isui 


IM-2-2 


Deposant pour 


TT C f\ >t * 1 nm/tn W 

Uo EBUl Biueo U 


lll-2-fl 


Nom (NOM DE FAMILLE, Pr6ncm) 


JURDIC, Pierre 


IH-2-5 


Adrotse: 


5/ Xmpaeee du Sablon 






6 9003 LYON 






France 


III-2-B 


Nationally (norr. de PElat) 


r K 


III-2-7 


Domicile (nom de fEtei) 


FR 


JII-3 


Deposani et/ou Inventeur 




111-3-1 


Cetie personne est : 


'Deaosant o t invpnheur 


111-3-2 


D6posant pour 


us ocuieiuciiL 




Nom (NOM OE FAMILLE, Prenom) 




II 1-3-5 


Adresse 


od» oouievaru ives rarges 






6 9007 LYON 






France 


111-3-6 


Nationality (nom de rEtal) 


r K 


IH-3-7 


Domicile fnom de rElatt 


FR 


111-4 


Oeposant et/ou inventeur 




IIW-1 


Cette personne ©si : 


Deposant ©t inventeur 


III-4-2 


Oeposant pour 


US seulement 




Nom {NOM OE FAMILLE. Pr6nom) 


bAiiXJiJ-i, rreaeric 




Adresse; 








6 9007 LYON 






France 


IIM-6 


Nationality (nom de fEtat) 


r iv. 


M-4-7 


Domicile (nom de I'Eui) 


r K 


IIU5 


De>osant et/ou Inventeur 




111-5-1 


Cetie personne est : 


Deposant et inventeur 


III-5-2 


Deposant pour 


US seulement 


IU-5-4 


Nom (NOM DE FAMILLE, Prenom) 


BONNE LYE, Edith Anne -Marie 


m-s-s 


Adresse: 


33, rue Leo et Maurice Trouilhet 






69008 LYON 






France 


W-5-6 


Matlonaiite (nom de TEtat) 


FR 


II 1-5-7 


Domicile (nom de TEtat) 


FR 



DEC - Q9 - 2QQ5 05:3? 



(31^7551296 



08/12/2905 11:30 0147551296 ARMENGAUD PAGE 30/39 



CP 61010PCT 

3/5 

REQUETE PCT 

Original (pour PRESENTATION ) 



IV-1 


Mandataire; Represent ant commun 
ou adresse pour la correspondance 








La person ne nommee ci-dessous gsVq 
ete d6sjgn£g pour aglr au nom du oo 
des de* posarrts auprfcs des auipriles 
inlomatiorwles compelenies. comme 


Mandataire 


IV. 1-1 




PEAUCELLE, Chantal 


fV« 1 -2 




Cabinet ARMENGAUD AINE 3, Avenue Bugeaud 

7 5116 PARIS 

France 


IV-1 -3 




01 


-45-53-05-50- 


IV- 1-1 


No de lel6copieur: 


01 


-45-53-80-21- 


IV-1 -5 
IV-1 -6 


Courrior electronlquc: 

n r sous lequel le mandaiaire est Inscrit 
auprfes de I'office 


armengau@c lub - internet . f r 
92-1189 


rv.2 


Mandetalre(s) supplemcntairefa) 


Mandataires supplement aires ayant la 


IV-2-1 




meme adresse que Iq mandataire nomme en 
premier 


Nom(s) 


MICHARDIERE, Bernard (92-1175) 


V 


DESIGNATIONS 




V-1 


Le dep6l dc la presente requ&te vaut, 
selon la regie 4.9.3). designation dc 
tous (es contractants lies par le 
PCT a la date do depfit International, 
aux fins de Iq ddlivrance dc lout titre 
de protection dfsponlble et, le cas 
echeant aux fins de la de'livrance a la 
fois de brevets reglonaux el i 
natlonaiix. 




VI- 1 


Rcvendicetion do priorite d'une 
demand* nationalc anterieure 






Vt-1-1 
vi-1-2 


Date de depot 
Numero 


11 
03 


Juin 2003 (11.06.2003) 
07 025 


VU 1-3 


Pays 


FR 




VI-2 


Revendlcallon de priori 16 d une 
dcmande nationals anterieure 






V1-M 
VI-2-2 1 


Daie de d6pot 
Numero 


23 
04 


Mars 2004 (23.03.2004) 
02 993 


Vk2-3 / 


5 ays 


FR 




Vl-3 I 


3equ6te pour le document de priorite 






I 
c 
i 
d 
c 


.'office recepleur est prie de preparer el 
le transmoUre au Bureau International 
ne copie certtfee conform e de la ou 
es demandes antericures mentionnees 
j-dessus sous la/les rubriques: 


YT- 


1, VI-2 


VIM fi 
r 


administration chargea de Ib , 
echerche Internationale chnieie 


Dffice europeen des brevets (OEB) 
(ISA/EP) 



nFr-fl9-2095 05:37 



32Z. 



08/12/2885 11:38 014755129& ARMENGAUD PAGE 31/38 




CP 61010PCT 

4/5 

REQUETE PCT 

Original (pour PRESENTATION ) 



VII-2 


Demand d'utflisatlon des reauftats 
d'une recherche auterieure; reference 
a celte recherche 






V1I-M 


Date 


(..) 






Numero 


FA 640 030 




VII-2-3 


Pays (ou office r£^ tonal) 


EP 




VIII 


Declarations 


Nombre de declarations 




VIIM 


Declaration relative a I'ldontite de 
Hnventeur 






VIII-2 


Declaration relative eu droll du 
dsposent, a la date du depot 
international, de demender el d'obtehir 
un brevet 


- 




VIII-3 


Declaration relative au droit du 
aeposani, o la dale du depot 
international, de revendlquer la pripriie 
de la demands anterieure 






VI |1-4 


Declaration relative a la quality 
dlnvenleur (seulement aux fins de la 
designation des Gtats-Unis d'Amerique) 


- 




vin-5 


Declaration relative a des divulgations 
non opposable^ ou a des exceptions au 
defaut de nouvcaute 






IX 


Bordereau 


Nombre de feullles 


Dossler(s) eletfronique(s) joim(s) 


IX- 1 


Requeue (y compris les feullles pour 
declaration} 


5 


/ 


IX-2 


Description 


17 






RevendlcaUons 


3 




DC-4 


Abrege 




S 


IX-5 


Desslns 


4 




DC-7 


TOTAL 


30 




Elements Joints 


Document(s) papier joint's) 


Dossler(s) eleclronlque(s) Jolnt(s) 


IX-B 


Feuflle de caicul des taxes 


S 




IX-17 


support materiel PCT-SAFE 




/ 


DM9 


Figure dos decerns qui dolt 
accompagner I'abrege 


AUCUNE 


IX-20 


Langue dc dep6t de le demande 
Internationale 


f ranq:aifi 


X1 


Signature du dGposnnt. du 
mandeialrc ou du repreoenUnt 
commun 






X-1-1 


>lom (NOM DE FAMILLE, Prcnom) 


PEAUCELLE, Chantal 




X-1-2 
X-1-3 


Mom du signature 
Quallte 







DEC 00 2005 05^57 G 14755 1296 ^ 



98/12/2305 11:30 



0147551296 

4 

# 



ARMEN6AUD 



PAGE 32/38 



CP 61010PCT 

5/5 

REQUETE PCT 

Original (pour PRESENTATION ) 



RESERVE A L'OFFICE RECEPTEUR 



10-1 


Date effective de reception des 
pieces supposees constituer la 
demande Internationale 




10-2 

10-2-1 
10-2-2 


Deasins: 
recus 
non recus 




10-3 


Date effective de reception, rectlfiee 
on raiaon de la reception ult6ricure, 
mais dans les delals, de documents 
ou de dessins compliant ce qui est 
suppose^ constltuer le demande 
Internationale: 




10-4 


Date de reception, dans Its d6lais, 
dos corrections demandees selon 
I'artlcle 11.2) du PCT 




10-5 


Administration chargee de la 
recherche Internationale 


ISA/EP 


10-6. 


Transmission de la eopie de 
recherche differee jusqtfau paiement 
de la taxe de recherche 




RESERVE AU BUREAU INTERNATIONAL 


11-1 


Data de reception de Texemplaire 
original par le Bureau International 





I 



DEC-Q9-2SQ5 95:39 



01 47551 200 



P. 52- 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 



□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



BEST AVAILABLE IMAGES 




FADED TEXT OR DRAWING 



